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(54) Titre: AGENT MODULATEUR DE L'ACTTVTrE DE L'INTERFERON-GAMMA 

(57) Abstract 

The use of a modulating agent including a grouping of formula A-X-B for preparing a 7 -interferon activity modulating drug is 
disclosed. In said formula, each of A and B is independently an oligosaccharide group with a sufficient anionic charge such that said 
oligosaccharide group has an affinity for a portion of the human 7-interferon C-terminal containing peptide sequence 125-131, and X is a 
spacer arm long enough to enable each of groups A and B to bind to one of said 7-interferon homodimer C-terminal peptide sequences. 
Said modulating agent is particularly useful for delaying the decomposition of ^-interferon, promoting the activation thereof and enabling it 
to have systemic and not just local activity. Said agent is also useful for modifying or inhibiting the local action of endogenous 7-interferon. 

(57) AbregS 

Utilisation, dans la preparation d'un medicament modulateur de ractivite* de rinterKron-r. d'un agent modulateur comprenant un 
groupement de formule A-X-B, dans laquelle A et B representent independamroent un groupe oligosaccharidique portant une charge 
anionique suffisante pour conferer audit groupe oligosaccharidique une affinity pour une partie de rextremite' C-terminale de rinterfdron-7 
humain contenant la sequence peptidique 125-131, et X est un bras espaceur de longueur suffisante pour perraettre aux groupes A et B de 
se lier chacun a Tune desdites sequences peptidiques des extremites C-terminales d'un hornodimere d'interffiron^r. Cet agent modulateur 
permet notamment de retairier la degradation de rmterferon-7, de favoriser son activation, de permettre son action par voie gendrale et non 
simplement locale. H permet egalement de modifier ou d'inhiber Taction locale de Finterferon-7 endogene. 
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Agent modulateur de 1'ar.t jyjte de lWfirferon-pamma 

L'invention a pour objet un agent modulateur de I'activite de l'interferon-y. 
L'mterferon-y est une cytokine qui joue un role tres important dans la reponse 
5 immunitaire. On sait que l'interferon-y intervient dans la regulation de I'induction des 
lymphocytes T cytotoxiques, augmente I'activite des cellules tueuses NK, favorise la 
fonction de presentation des antigenes par les macrophages, et qu'il est utilise notamment 
comme medicament anti-tumeur et anti-viral. 

La raise au point d^ine therapeutique basee sur Utilisation de l'interferon-y pose 
10 toutefois des problemes techniques difficiles en raison notamment de sa courte duree de 
demi-vie in vivo et de son action essentiellement locale, ce qui necessite la mise au point 
de modes d'administration particuliers ; voir par exemple Yoshihiko Watanabe et al. , 
P.N.A.S. USA, 86, 9456-9460 (1989) ; J. du Plessis et al., Antiviral Research, 18, 259- 
265 (1992) ; et C. Boutin et al., Cancer, 74., 2460-2467 (1994). 

15 On sait que linterferon-y se fixe sur la matrice extracellulaire du tissu conjonctif 

et plus particulierement sur les proteoglycannes a heparane-sulfate. La partie C-terminale 
de l'interferon-y comprend une sequence peptidique 125-131, riche en motifs derives 
d'acides amines basiques, qui intervient principalement dans 1'affinite de liaison de 
l'interferon-y avec l'heparane-sulfate ; voir par exemple H. Lortat-Jacob et al., C.R. 

20 Acad. Sci., Paris, t.311, seriein, 143-147 (1990) ; FEBS Lett., 280, 152-154 (1991) ; et 
J. Clin. Invest., 87, 878-883 (1991). II a en outre ete suggere que la fixation sur 
l'heparane-sulfate stabilise et active l'interferon-y, et certaines hypotheses ont 6t6 faites 
pour tenter d'expliquer ces phenomenes ; voir H. Lortat-Jacob et J.-A. Grimaud, Cell. 
Mol. Biol., 37, 253-260 (1991). 

25 Des tentatives d'identification des sites de l'heparane-sulfate responsables de 

1'affinite pour l'interferon-y ont ete effectuees lors d'etudes preliminaires qui ont conduit a 
l'hypothese que la liaison avec l'interferon-y se ferait par des groupes carboxyles et non 
par des groupes N-sulfates qui sont presents dans un domaine de l'heparane-sulfate 
appele "domaine de type heparine"; voir H. Lortat-Jacob et J.-A. Grimaud, Biochimica et 

30 Biophysica Acta, 1117, 126-130 (1992). 
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On a maintenant decouvert qu'en realite l'affinite elevee de rheparane-sulfate pour 
l'interferon-y resulte de la presence, dans llieparane-sulfate, de deux domaines qui 
contiennent des groupements sulfates et qui se fixent chacun sur la partie C-terminale 
d'une des chaines de l'interferon-y present sous la forme d'un homodimere. Les deux 
domaines de liaisons sont relies, dans llieparane-sulfete, par une chaine saccharidique 
faiblement sulfatee de longueur telle que les groupements impliques dans la liaison avec 
la partie C-terminale puissent se trouver respectivement en regard de leur site de liaison 
sur l'homodimere. Ainsi, 1'organisation de ces domaines confere a l'heparane-sulfate une 
forte affinite pour l'interferon-y. 

Cette decouverte a permis de concevoir un agent ayant notamment une activity 
de potentialisateur de l'interferon-y, permettant notamment de faciliter Ie transport de 
1'interferon-y dans la circulation generale et dans les tissus, en evitant que 1'interferon-y 
soit capture par la matrice extracellulaire du tissu conjonctif. Grace a l'agent 
potentialisateur de l'invention, on peut envisager pour la premiere fois une action de 
1'interferon par voie generale, et non une action simplement locale. En outre, l'agent 
potentialisateur de l'invention augmente la duree de demi-vie de 1'interferon-y dans 
l'organisme tout en evitant ou retardant sa degradation et en favorisant son activation, 
comme cela sera montre dans la partie experimentale ci-apres. Par ailleurs, Faction de 
transport de l'mterferon-y par l'agent de Finvention s'applique aussi a l'interferon-y 
endogene et peut done modifier, reduire ou supprimer Taction locale de celui-ci. Par 
exemple, il est connu que l*interferon-y induit l'expression des antigenes de classe H et 
l'expression des molecules d'adhesion (ICAM) des lymphocytes T, par les cellules 
endotheliales, et peut done participer notamment au rejet des greffes d'organes. L'agent 
de l'invention peut avoir un effet antagoniste de cette action de l'interferon-y, et possede 
alors une activite d'immunosuppresseur. Ainsi, l'agent de l'invention est capable de 
moduler l'activite de rinterferon-y endogene et/ou exogene. Un tel agent modulateur peut 
done avoir, selon les cas, un effet potentialisateur ou un effet d'antagoniste. 

On rappelle que le sigle ICAM designe des molecules intercellulaires d'adhesion 
des cellules (Intercellular Cell Adhesion Molecule). 
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L'invention a done pour objet Ihitilisation comme agent modulateur de Tactivite 
de 1'interferon-y d'un compose comprenant un groupement repondant a la formule A-X- 
B, dans laquelle A et B representent independamment un groupe oligosaccharidique 
portant une charge anionique suffisante pour conferer audit groupe oligosaccharidique 
une affinite pour une partie de I'extremite C-terminale de I'interferon-y humain contenant 
la sequence peptidique 125-131, et X est un bras espaceur de longueur suffisante pour 
permettre aux groupes A et B de se lier par affinite chacun a rune des extremites C- 
terminales d f un homodimere d f interferon-y. 

Dans la formule A-X-B, A et B sont relies au bras espaceur par des liaisons 
covalentes. 

On rappelle que la sequence peptidique 125-131 de rextremite C-terminale de 
rinterferon-y humain est la suivante (voir par exemple Rinderknecht et aL, J. Biol. 
Chem., 259, 6790-6797 (1984)) : 

Lys Thr Gly Lys Arg Lys Arg. 

L'invention conceme en particulier Utilisation des composes A-X-B comme 
ingredient actif dans la preparation d'un medicament destine a moduler l'activite de 
rinterferon-y. 

Afin de mieux faire comprendre les decouvertes experimentales qui sont a la base 
de l'invention, il convient de rappeler prealablement certaines donnees physico-chimiques 
concemant l f interferon-y et les polysaccharides du type heparane-sulfate et heparine. 

On sait que l'heparine et l'heparane-sulfate font partie de la famille des 
glycosaminoglycanes, qui sont des produits ayant des motifs repetitifs disaccharidiques 
osamine/acide uronique. 

La structure de rheparane-sulfate de fibroblaste humain a ete etudiee notamment 
par J. E. Turnbull et J. T. GaUagher, Biochem. J., 273, 553-559 (1991). Ces auteurs ont 
montre que la depolymerisation de Theparane-sulfate par lTieparinase clive de fapon 
specifique des disaccharides fortement sulfates ayant la structure glucosamine (N-sulfatee 
et eventuellement 6-sulfatee)-a 1,4-acide iduronique (2-sulfate), et que i'heparane-sulfate 
contient environ 10 % de liaisons susceptibles d'etre clivees par cette enzyme. Les 
produits de depolymerisation par l'heparinase sont des oligosaccharides ayant une masse 
moleculaire moyenne de 10 kDa environ. Ces oligosaccharides resistant a rheparinase 
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sont tres sensibles a la depolymerisation par Theparitinase qui clive 1'heparane-sulfate 
dans des zones de faible sulfatation, ou les disaccharides predominants sont du type N- 
acetyl (ou occasionneliement N-sulfate) glucosamine-a 1,4-acide glucuronique. Les 
memes auteurs ont egalement montr6 que les sites de clivage de l'heparinase sont 
5 regroupes dans des domaines ayant des longueurs moyennes de 4 a 7 disaccharides. 
L'heparane-sulfate a done une structure polymere composee d'anrangements successifs de 
domaines hautement sulfates et faiblement sulfates. 

Dans Theparine (voir par exemple J.T. Gallagher et A. Walker, Biochem. J. 210, 
665-674, 1985), Tosamine est aussi la glucosamine N-acetylee ou N-sulfatee et l'acide 

10 uronique est principalement l'acide L-iduronique eventuellernent 2-sulfate. Sa structure 
est done semblable a celle de ttieparane-sulfate, et ne differe de celui-ci que par le degre 
de sulfatation et par le degre d'epimerisation de l'acide glucuronique en acide iduronique. 
L'h^parine est done peu sensible a Paction de Theparitinase (qui coupe les 
glycosaminoglycanes au niveau d f un acide glucuronique) mais est fortement 

15 depolymerisee par Theparinase (qui coupe au niveau d ! un acide iduronique 2-sulfate). 

On va maintenant decrire plus en detail certains modes de realisation de 
Tinvention. 

L'agent modulateur de Tinvention contient des groupes terminaux A et B, qui 
peuvent 6tre semblables ou non, et qui peuvent etre constitues de tout oligosaccharide 

20 portant une charge anionique suffisante pour permettre la liaison avec la partie C- 
terminale de Tinterferon-y, par aflSnite de type anion-cation. 

Les groupes oligosaccharidiques peuvent contenir notamment des groupements 
sulfate et/ou phosphate, avec un taux de sulfatation et/ou de phosphatation suffisant pour 
conferer TaflBnite pour la partie C-terminale de rinterferon-y. 

25 En particulier, les groupes oligosaccharidiques A et B contiennent des motifs 

derives d f une osamine N-sulfatee, ou des motifs derives decides uroniques sulfates, ou 
encore tous autres motifs portant des groupements anioniques en quantite suffisante pour 
conferer auxdits groupes A et B une affinite pour I ! interferon-% et en particulier pour une 
partie de Textremite C-terminale de Tinterferon-y. 

30 Parmi les groupes oligosaccharidiques constituant les extremites A et B, on citera 

notamment les groupes oligosaccharidiques qui contiennent en alternance, des motifs 
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disaccharidiques derives d'une osamine et d'un acide uronique, conune dans les 
glycosaminoglycanes. 

Ces groupes oligosaccharidiques A et B peuvent etre notamment des fragments 
de depolymerisation pouvant etre obtenus par Taction de l'heparitinase sur l'heparane- 
5 sulfate. II peut s'agir aussi d'autres produits de depolymerisation qui peuvent 
eventuellement etre soumis a une reaction de substitution par des substituants portant un 
groupc anionique (par exemple sulfate ou phosphate), selon les methodes connues, 
lorsque le produit de depart n'a pas une charge anionique suffisante. 

Les groupes oligosaccharidiques A et B peuvent contenir par exemple de 6 a 14, 
1 0 cn particulier de 6 a 10 motifs saccharidiques. 

Le bras espaceur represente par X, dans la formule mentionnee ci-dessus de 
l agent potentialisateur de l'invention, peut etre tout polymere (par exemple polyoside ou 
polyglycol) ayant une longueur suffisante pour permettre aux groupes terminaux A et B 
de se fixer chacun sur l'une des extremhes C-terminales d'un homodimere dinterferon-y. 
1 5 L'expression polyglycol designe conventionnellement un bras poly(alkyleneoxy). 

Le bras espaceur peut aussi etre derive d'un polyester tel qu*un poly(acide 
lactique) ou poly(acide glycolique), dont les extremites sont liees aux groupements A et 
B par des liaisons ester ou amide par exemple. 

On montre ci-apres dans la partie experimentale comment cette longueur 
20 suffisante peut etre determinee par de simples experiences de routine. Bien entendu, 
I'agent modulateur peut etre present sous la forme d'un compose Y-A-X-B-Z dans lequel 
Y et Z, semblables ou differents, sont des groupements polymeres ou oligomeres 
analogues notamment aux groupements X, A ou B (voir l'exemple U de la partie 
experimentale ci-apres). 

25 Plus generalement, chacune des experiences decrites dans lExemple n peut servir 

a selcctionner les agents modulateurs les plus appropries. 

Par exemple, dans le cas ou le bras espaceur est un polysaccharide, il peut 
contenir de 24 a 32 motifs saccharidiques environ. 

Lorsque le bras espaceur est un polyglycol, il peut s'agir par exemple d'un bras 
derive d'un polyethyleneglycol, c'est-a-dire un bras — (Ca 2 CH 2 <y^- , n etant le 

nombre de motifs ethoxy. 



30 
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Dans des modes de realisation particuliers, le bras espaceur est un polymere dont 
au moins certains motifs peuvent contenir des groupements anioniques tels que des 
groupements sulfate, phosphate ou acide carboxylique. On peut utiliser notamment 
comme bras espaceurs des fragments de depolymerisation de polyosides naturels tels que 
5 le polydextran, la cellulose, l'amidon, le carraghenane, le fucoldan (Sigma), des 
glycosaminoglycanes et leurs derives, notamment leurs derives porteurs de groupements 
anioniques. 

Ces fragments de depolymerisation peuvent &re obtenus selon les methodes 
connues, notamment par hydrolyse acide ou basique, par Taction des ultrasons, par 
10 digestion enzymatique ou par reaction de depolymerisation par oxydo-reduction (dite 
ORD) ("oxidative reductive depolymerization") ; voir par exemple Manssur Yalpani, 
"Polysaccharides-Syntheses, Modifications and Structure/Property Relations", Elsevier 
(1988). 

Les fragments de depolymerisation de longueur convenable susceptibles de 
15 constituer le bras espaceur X sont separes selon les methodes usuelles. Lorsqu'ils ne 
contiennent pas de groupes anioniques, ils peuvent eventuellement etre modifies pour 
introduire de tels groupes anioniques selon les m&hodes connues. On peut 6galement 
utiliser les produits de depolymerisation de certains polymeres contenant deja des 
groupes anioniques, par exemple la carboxymethyl- ou carboxyethyl-cellulose, le 
20 carboxymethyl- ou carboxy6thyl-amidon, le dextran sulfate, etc. 

Selon un mode de realisation particulier, le bras espaceur est un fragment de 
depolymerisation pouvant etre obtenu par Taction de Theparinase sur Theparane-sulfate. 
On utilise par exemple des fragments de depolymerisation ayant des masses moleculaires 
de6a7kDa. 

25 Selon un autre mode de realisation particulier, le bras espaceur peut Stre une 

heparine N-acylee obtenue par N-desulfatation suivie de N-acylation ; pour les proc&tes 
de N-desulfatation et de N-acylation, voir notamment Methods in Carbohydrate 
Chemistry, Ac. Press., Vol.Vm, pp.291-294 et le document PCT WO 92/22588. 

L'agent modulateur de Tinterferon-y peut etre prepare en faisaht reagir des derives 

30 reactifs precurseurs des groupes A et/ou B, simultanement ou sequentiellement, avec un 
derive reactif precurseur du bras espaceur X, selon les methodes classiques permettant 
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l'etablissement de liaisons covalentes entre A et X et entre B et X. II est a la port6e des 
specialistes de choisir les derives, comprenant les groupes reactifs, de A, B ou X et/ou 
les groupements protecteurs permettant de dinger la reaction en protegeant 
temporairement Tun des groupes reactifs. 

Les groupes reactifs peuvent etre deja natureliement presents dans le produit de 
depart ou etre introduits selon les methodes connues. 

Par exemple, lorsque le bras espaceur est un compose polysaccharidique, on peut 
preparer le compose A-X-B selon les methodes connues de synthese utilisees dans la 
chimie des sucres ; voir notamment "Carbohydrate Chemistry, John F. Kennedy Ed., 
Clarendon Press - Oxford (1988), 500-593 ; et Manssur Yalpani, "Polysaccharides- 
Syntheses, Modifications and Structure/Property Relations", Elsevier (1988), pp.144- 
181. Pour obtenir un bras espaceur polyglycol, on peut par exemple utiliser une methode 
analogue a celle decrite par P. Westerduin et al., Angew. Chem. Int. Ed. EngL 35(3), 
331-333 (1996). * 

On peut, dans certains cas, preparer Tagent potentialisateur de invention par 
depolymerisation partielle d'un glycosaminoglycane (tel qu'un heparane-sulfate) 
convenablement protege : voir par exemple la preparation du fragment EPD dans la partie 
experimental ci-apres. 

L'agent potentialisateur peut egalement etre constitue par de l'heparine ou des 
fragments de depolymerisation d'heparine de taille convenable, et dans ce cas particulier 
il n'y a pas lieu de distinguer entre les parties A, X et B (ou A, X, B, Y et Z) : on obtient 
directement, par depolymerisation et selection des fragments de taille convenable, l'agent 
potentialisateur. Certaines parties de la molecule d'heparine ou desdits fragments 
interviennent dans la liaison avec rinterferon-y et jouent done le role des parties A et B, 
tandis que la zone mediane desdits fragments, qui a sensiblement la meme structure que 
les parties d'extremite, joue le role de bras espaceur. Dans le cas ou 1'agent modulateur 
de Tinvention est a base d'heparine, il est generalement souhaitable de modifier celle-ci 
chimiquement pour supprimer ou diminuer son activate anti-coagulante. 

La depolymerisation (facultative) de Theparine (dans le cas ou Theparine de 
depart a une masse moleculaire elevee) peut etre mise en oeuvre selon les methodes 
connues permettant d'obtenir des fragments de taille suffisante. L'isolement des 



WO 97/03700 




PCT/FR96/01141 



fragments de depolymerisation de taille appropriee est effectue de fa9on connue en soi, 
par exemple par tamisage moleculaire. 

L'agent modulateur de Hnvention peut etre en outre tout polymere biocompatible 
(y compris des copolymeres sequences), contenant des groupements anioniques (sulfate, 
5 phosphate) en quantite suffisante au moins sur deux sites correspondant a A et B de la 
formule donnee ci-dessus. On peut utiliser en particulier des polysaccharides que Ton 
peut sulfater selon les methodes ddcrites dans la litterature (voir par exemple Methods in 
Carbohydrate Chemistry Ac. Press, Vol.III, pp.265-267, et Vol. VI, pp.426-429). 

On peut egalement utiliser des polysaccharides sulfates commerciaux (voir 
10 I'exemple II de la partie experimentale ci-apres). 

Les groupes anioniques presents dans l'agent modulateur de Invention, ou une 
partie desdits groupes, peuvent etre salifies. On peut utiliser notamment les sels alcalins 
et alcalino-teireux, par exemple les sels de sodium. 

L'agent de Tinvention peut etre utilise comme medicament. Lorsqu'il est utilise 
15 seul, ii constitue un medicament destine a moduler l'activite de l'interferon-y endogene. 
Un tel medicament est administre a des doses qui peuvent etre d&erminees prealablement 
par des experiences de routine, en fonction notamment de Teffet recherche. Ces doses 
peuvent aller par exemple de 0,1 a 100 mg par individu et par jour, notamment de 1 a 
10 mg. 

20 L'agent modulateur de Tinvention permet aussi de realiser un medicament a base 

d r interferon-y, capable d'agir par voie generale. Un tel medicament contient done en 
combinaison Tagent modulateur et Tinterferon-y, de preference a raison d f au moins une 
mole environ d'agent modulateur pour deux moles dinterferon-y. 

. Dans ce medicament, Tagent modulateur empeche la capture de Tinterferon-y par 

25 les molecules dTieparane-sulfate endogene, presentes par exemple dans la matrice 
extracellul^re, et permet done son maintien et son transport dans la circulation generale. 
En outre, l'agent modulateur protege Finterferon-y centre les degradations susceptibles 
de reduire ou d'annuler son activite, et il permet de maintenir Tinterferon-y sous sa forme 
la plus active jusqu'au moment de son action sur les cellules competentes. 

30 Le medicament de Tinvention est prepare selon les m&hodes usuelles et contient 

les vehicules et adjuvants permettant de le presenter sous une forme apte a etre 
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administree notamment par voie intraveineuse, intramusculaire ou sous-cutanee, ou 
encore par voie locale (par exemple cutanee, intra-nasale ou intra-bronchique). 

L'agent modulateur et rinterferon-y, lorsqulls sont utilises en combinaison, 
peuvent etre melanges prealablement dans le medicament, ou etre presents dans des 
conteneurs separes a melanger au moment de I'emploi. 

Le medicament de invention, lorsqu ! il est utilise en combinaison avec 
l'interferon-y exogene, est administre de fafon a fournir des doses suffisantes 
d'interferon-y. Ces doses dependent notamment du mode ^administration, du poids 
corporel et de la nature et de la gravite de la maladie a traiter. Par exemple, par voie 
sous-cutanee ou intramusculaire, on peut administrer de 10 5 a 10 7 unites d'interferon-y 
par injection, et effectuer de 3 a 7 injections par semaine. 

Le medicament de I'invention peut etre utilise dans tous les cas ou Tune des 
activites de l'interferon-y a un interet therapeutique. Parmi ces activites, on pourra citer 
les effets immunostimulants, par exemple 1'effet ariti-proliferatif dans les cancers et 
l'activation des defenses immunitaires dans les maladies infectieuses (virales, bacteriennes 
ou parasitaires), ou encore la capacite de bloquer la synthese de collagene dans les 
fibroses d'organes ... etc. 

Uinvention a done egalement pour objet un procede ameliore de traitement a 
Tinterferon-Y, dans lequel on administre, outre Finterferon-y, un agent modulateur tel que 
defini ci-dessus. L'agent modulateur peut etre administre en meme temps que rinterferon- 
y ou (par exemple en administration intraveineuse) peu de temps (notamment moins de 2 
minutes) avant ou apres Tinterferon-y. 

L ! interferon-y est presente generalement sous la forme d'un lyophilisat que Ton 
dissout dans un vehicule liquide sterile au moment de Temploi. L'agent potentialisateur de 
I'invention peut etre presente sous forme de -lyophilisat, ou sous forme de solution 
aqueuse (en particulier de solution dans le serum physiologique), et dans ce dernier cas, 
on peut dissoudre rinterferon-y lyophilise dans la solution d f agent modulateur. 

L'invention concerne en outre un procede de modulation de Tactivite de 
Hnterferon-y, destine notamment a permettre une action de Tinterferon-y par voie 
gerierale et non seulement locale, et/ou destine a augmenter la duree de demi-vie de 
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I'interferon-y dans Torganisme, a eviter sa degradation dans l'organisme et a favoriser son 
activation et/ou a moduler Pactivite, notamment l'activite locale, de rinterferon-y 
endogene, ce procede etant caracterise par le fait que Ton administre, a un sujet ayant 
besoin d'un tel medicament, un medicament comprenant comme ingredient actif un agent 
5 modulateur tel que defini ci-dessus. Lorsque le medicament est utilise en association avec 
de rinterferon-y exogene, on administre en meme temps que rinterferon-y, ou peu de 
temps avant ou apres, l'agent potentialisateur tel que defini precedemment. 
Les exemples suivants illustrent l'invention. 

10 EXEMPLE I : Aeent modulateur derive d'hevarane-sulfate 

1 : Obtention d'hepar cme-sulfate marque cm tritium 

On cultive des fibroblastes de peawhumaine jusqu'a confluence, puis les cultures 
15 sont mises en incubation pendant 72 heures dans un milieu DMEM/10% FCS contenant 
10 nCi/mL (soit 0,37 MBq/mL) de glucosamine tritiee (Amersham). Apres 72 heures 
d'incubation, on separe les cellules du milieu de culture et les soumet a Taction de la 
trypsine pendant 15 minutes, puis on centrifuge et recueille le surnageant qui, additionne 
de milieu de culture, est charg6 sur une colonne DEAE Sephacel (Pharmacia) equilibree 
20 avec un tampon 20mM phosphate de sodium 0,15 M NaCl, pH 6,8. On applique un 
gradient lineaire de chlorure de sodium 0,15-0,8 M a raison de 0,2 mL/mih. On recueille 
le pic correspondant aux proteoglycanes heparane-sulfate, qui est elue avec des tampons 
0,5-0,6 M NaCl environ. Apres dialyse contre de l'eau distillee pour eliminer les sels, on 
evapore le solvant sous vide et soumet le residu a une digestion avec la chondroftinase 
25 ABC (Sigma) et la papaine (Sigma) de fa^on a eliminer les :chondroitines sulfates 
contaminant eventuellement la preparation, et a degrader la partie proteique des 
proteoglycannes a heparanes sulfates. 

On soumet le produit obtenu a une chromatographic sur colonne DEAE Sephacel 
et on recueille Theparane-sulfate purifie qui est elue avec un tampon phosphate de 
30 sodium 20 mM, NaCl 1M. 

DMEM signifie : milieu de Eagle modifie par Dulbecco. 
FCS signifie : serum de veau foetal 



C1D: <WO 97037O0A2J_> 



WO 97/03700 




PCT/FR96/01141 



2 : Preparation d'zme colonne de chromatographic d'affmitd (ligand : interferon-y) 

On melange 1 mL de gel de chromatographic Affi-Gel 10 (BioRad) avec 1 mL de 

5 tampon 5 mMTris/HCl de pH6,8, contenant 0,5 mg d'interferon-y humain (ROUSSEL- 
UCLAF) et 1 mg d'heparine (Sigma). On sait que le gel Affi-Gel comporte des 
groupements reactifs permettant de fixer les groupes amines des proteines. La presence 
d f un exces d'heparine dans le tampon de couplage a pour but de proteger la region C- 
terminale de Tinterferon-y, qui sinon serait susceptible de reagir avec la matrice d'Affi- 

0 Gel. Apres 1 6 heures de contact a 4°C avec agitation, on dispose le produit obtenu dans 
une colonne et on le lave avec un tampon 50 mMTris/HCl de pH 6,8, puis avec le merae 
tampon contenant en outre 2 M NaCl. Avant Utilisation, la colonne de chromatographic 
d'affinite obtenue est lavee avec une solution 2 M NaCl puis equilibree avec un tampon 
10 mMTris/HCl de pH 6,8 (tampon d'equilibration). Pour la chromatographie d'affinite, 

5 on utilise des echantillons de 200 |iL dans le tampon d'equilibration et on elue avec un 
gradient de chlorure de sodium de 0 a 1 M. 

Sur la colonne de chromatographie d'affinite ainsi obtenue, Theparine se fixe et est 
eluee par des solutions de chlorure de sodium de concentration superieure a 0,5 M 
environ. Des resultats analogues ont ete obtenus de fa?on constante lors de la repetition 

;0 de Texperience 20 fois consecutives. 

3 : Fractionnement de I'heparane-sulfate et de ses produits de depolvmerisation sur la 
matrice daffinite d'interferon-y 

15 L'heparane-sulfate marque au tritium obtenu precedemment a ete applique sur la 

colonne d ! affinite d'interferon-y puis on elue successivement avec des solutions de 

chlorure de sodium de concentrations croissantes : 0,1-0,2-0,3- -1 M. On constate 

que Theparane-sulfate se fixe sur Tinterferon de la colonne d'affinite et peut etre elue de 
fa?on fractionnee avec des solutions dans la gamme 0,3-0,6 M NaCl. 
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La depolymerisation de 1'heparane-sulfate (HS) avec l'acide nitreux et avec 
l*heparinase (Sigma) fournit des residus qui ont pratiquement perdu toute affinite pour 
l'interferon-7. 

La depolymerisation de HS par l'heparitinase (Sigma ; 10 U/mL)donne 60 a 70 % 
de produits qui ne se fixent pas sur Interferon, le reste des produits obtenus se fixant sur 
1'interferon et etant elue avec des solutions dans la gamme 0,1-0,3 M NaCl. L'affinite 
pour l'interferon de ces derniers produits est done diminuee, par rapport a HS intact. 

Les produits de la digestion par rheparitinase qui se fixent sur l'interferon sont 
des oligosaccharides N-sulfates, ayant des degres de polymerisation de 2 a 12 et pouvant 
etre separes par tamisage moleculaire sur une colonne de Bio-Gel P-6 (BioRad). Les 
fractions obtenues sont passees individuellement sur la colonne d'affinite d'interferon-y. 
L'affinite augmente avec Ie degre de polymerisation des oligosaccharides, mais elle est 
relatiyement faible, puisque les oligosaccharides les plus longs (degre de polymerisation : 
12) sont deja elues avec des concentrations en chlorure de sodium allant de 0,2 a 0,3 M. 

4 : Digestion d'heparane-sulfate p mtetre par l'interferon-y 

Dans une solution tampon 50mM Tris/HCl pH 7,6 contenant 10 uM d'interferon- 
y (concentration calculee sur la molecule monomere) et 5 uM environ d'heparane-sulfiue, 
on ajoute de rheparitinase jusqu'a une concentration finale de 25 U/mL. 

On effectue en outre une digestion de HS dans les mSmes conditions mais en 
l'absence d'interfSron-y, pour comparaison. - 

Les produits de digestion (4 heures a 30°C) ont ete analyses par chromatographie 
sur Bio-Gel P-10. On elue avec une solution 0,5 M d'hydrogenocarbonate d'ammonium, 
a raison de 4 mL par heure. On constate que la digestion de HS par l'heparitinase a fourni 
des oligosaccharides ayant un degre de polymerisation (dp) de 2 a 14. 

Lorsque la digestion est effectuee en presence d'interferon-y, on observe a 
l'elution des pics supplementaires. Les pics obtenus sont recueillis, lyophilises et remis en 
suspension dans le tampon d'equilibration utilise pour la chromatographie d'afiinite. On 
constate que le premier pic supplemental (pic I) a une afBnite pratiquement identique a 
celle de HS intact. Les produits du pic I sont elues, dans la colonne de chromatographie 
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d'affinite, avec des solutions de concentrations 0,4 et 0,5 M NaCl environ (produits 
majoritaires) et des produits minoritaires sont elues avec des concentrations de 0,3 et 0,6 
M NaCl environ. 

Des experiences semblables, repetees avec des heparanes-sulfates issus de 
5 fibroblastes provenant de deux donneurs differents, ont donne des resultats identiques. 

Les produits du pic I correspondent done a un domaine de HS protege par 
Tinterferon-y notamment contre la depolymerisation par I'heparitinase. Ces produits sont 
appeles ci-apres "IPD". 

L'EPD est done un fragment d'heparane-sulfate ayant une forte affinite avec 
10 rinterferon-yauquel il est capable de se lier. L'IPD est davantage caracterise ci-apres. 

5 : Caracterisation de FIPD 
• a. 

On a soumis l'EPD a des reactions de depolymerisation dans les conditions 
15 suivantes : 

a) depolymerisation par l'acide nitreux, a pH 1,5 pendant 15 minutes a 
temperature ambiante ; 

b) depolymerisation par l'heparinase (10 U/mL) pendant 15 heures a 30°C. 

Dans chaque cas, on a compare la depolymerisation de TIPD avec la 
20 depolymerisation du HS dont il est issu. 

Les produits de depolymerisation ont ete compares par tamisage rnoleculaire sur 
Bio-Gel P-6. 

On constate que Ton obtient, avec 1'IPD, 35 % de disaccharides contre 18 % 
seulement pour HS, indiquant un nombre plus eleve de disaccharides contigus dont la 

25 glucosamine est N-sulfatee, dans 1TPD que dans HS. Par ailleurs, la taille des 
oligosaccharides resistant k HN0 2 est plus petite dans 1TPD que dans HS, indiquant 
Tabsence de longues sequences depourvues de glucosamines N-sulfatees dans TIPD. 
L'analyse des profils de digestion de'lTPD et HS permet de calculer (par la formule F = 
somme des Hj/nj oil Hi est le pourcentage de radioactivite dans le pic n° i, et n\ est le 

30 nombre de disaccharides de ce pic) que 61 % des disaccharides de TIPD sont N-sulfates, 
contre 42 % seulement pour HS. De plus, la repartition de ces disaccharides est 
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difiFerente dans 1TPD et dans HS, comme mentionne ci-dessus. Enfin, la sensibilite 
superieure de 1TPD a Taction de 1'heparinase (par rapport a HS) demontre que ITPD est 
enrichi en disaccharides contenant un acide iduronique sulfate en position 2. 

Par ailleurs, 1TPD contient un domaine resistant a Theparinase. La masse 
5 moleculaire de ce domaine a ete determinee et comparee a celle de l f IPD par tamisage 
moleculaire sur Sepharose CL-6B (Pharmacia). Les masses moleculaires approximatives 
des echantiilons ont ete determinees selon la methode de Wasteson, J. Chromatogr. 59, 
87-97 (1971). On a trouve que 1TPD d'une part, et son domaine r&istant a Theparinase 
d'autre part, ont des masses moleculaires de 10 et 7 kDa, respectivement. 

10 LTPD et son domaine resistant a 1'heparinase (HR-IPD) ont ete soumis a une 

depolymerisation par Theparitinase dans les conditions suivantes : tampon 50mM 
TrisHCl pH 7,6 pendant 15 heures a 35°C, en presence de 10 U/mL d'heparitinase. 

On rappelle qu\ine unite (U) d'heparitinase est la cjuantite d^eparitinase 
permettant de proSuire, par action sur Theparane-sulfote, 0,1 micromole decide uronique 

1 5 insature par heure. 

Les produits de depolymerisation ont ete analyses sur colonne Bio-Gel P-6. 
Le domaine HR-IPD est tres sensible a la depolymerisation par Theparitinase qui 
fournit 67% de disaccharides et 26 % de tetrasaccharides. Uanalyse du profil de 
digestion montre que 82 % des liaisons entre disaccharides ont ete clivees. Cela montre 

20 que cette region est riche en disaccharides contenant un motif glucuronique, la majorite 
de ces disaccharides etant N-acetyles. 

Uanalyse de la composition des disaccharides obtenus par depolymerisation de 
1HR-IPD avec l'heparitinase a ete eflfectuee par HPLC sur colonne echangeuse d^ons. 
Cette analyse montre une teneur elevee en disaccharides N-acetyles non sulfates (58 %) 

25 et 31 % de disaccharides N-sulfates sans groupes O-sulfate. En outre, le traitement de 
11PD intact avec rheparitinase donne deux produits principaux resistant a Theparitinase, 
correspondant a des hexasaccharides et a des octasaccharides qui ne sont pas presents 
dans le domaine HR-EPD. Ces fragments representent done les sequences hautement N- 
sulfatees qui sont clivees et partiellement degradees par le traitement a Theparinase. Ces 

30 fragments sont completement degrades en disaccharides par Tacide nitreux, ce qui 
montre qu'ils sont composes de sequences contigues de disaccharides N-sulfates. Ces 
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fragments sont egalement dives par l'heparinase, Ies octasaccharides dormant 
principalement des produits tetrasaccharidiques et les hexasaccharides donnant un 
melange de tetrasaccharides et de disaccharides, ce qui indique la presence de motifs 
glucosamine N-sulfates (eventuellement 6-sulfates)-acide iduronique 2-sulfate. 
5 L'affinite de ces hexasaccharides et octasaccharides pour l'interferon a egalement 

ete testee a 1'aide de la colonne de chromatographic d'affinite. On a observe que ces 
oligosaccharides n'ont qu*une faible affinite pour I'interferon-y, simiiaire a celle observee 
pour les fragments de meme taille obtenus par Taction de Theparitinase sur Ie HS intact 
(voir 3 ci-dessus). 

10 De meme, le domaine HR-IPD n'a qu'une faible affinite pour I'interferon-y et est 

elue avec des concentrations en chlorure de sodium comprises entre 0, 1 et 0,2 M. 

Ainsi, TIPD comprend des regions de structures distinctes qui, quoique n'ayant 
individuellement qu ! une faible affinite pour Finterferon-y, agissent de fafoi^jsynergique, 
en ce qui concerne Faffinite pour l'interferon-y, lorsqu f elles sont combinees. 

15 

6 : Retictrtation de ftnterferon-y par Vheparane-stdfate 

On melange 250 ng d ! interferon-y avec differentes concentrations de HS en 
solution aqueuse et on laisse incuber pendant 30 minutes a 4°C avec 2mM EDC (1 -ethyl- 

20 3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimine), agent de couplage hetero-bifonctionnel 
commercialise par Pierce) en presence de N-hydroxysulfosuccinimide (S-NHS), qui 
active les groupes carboxyliques, a une concentration de 1 mM, pour augmenter le 
rendement de couplage de FEDC. Au bout de 15 minutes, on arrete les reactions a Taide 
d*un tampon dit d'echantillon d^lectrophorese, et on analyse les produits de reticulation 

25 par electrophorese sur gel de polyacrylamide en presence de dodecylsulfate de sodium 
(SDS-PAGE). On rappelle qu'un tampon dit d^hantillon d ! electrophorese contient 
environ 2% de dodecylsulfate de sodium qui denature les proteines (Laemmli, Nature, 
227 . 680-685 (1970). 

Par ailleurs, on a fait reagir de Tinterferon-y avec un suberate de 

30 bis(sulfosuccinimidyle) (en abrege BS 3 ), un reactif de couplage homo-bifonctionnel 
commercialise par Pierce. 
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On a trouve que Hnterferon-y migre comme un monomere de 17 kDa par 
electrophorese en milieu denaturant (gel de 15 % polyacrylamide, 0,1 % SDS, 4M uree). 

Lorsque l'interferon-y a reagi avec BS 3 avant Pelectrophorese, on observe une 
bande de 34 kDa, ce qui montre que la molecule etait sous la forme d'un dimere. 
5 En revanche, le reactif EDC/S-NHS ne reticule pas les deux monomeres 

d'interferon-y, probablement pour la raison qu'il n^ a pas de groupe amino en position 
favorable k proximite d'un groupe carboxylique entre les deux monomeres. 

Lorsque IHnterferon-y est mis en reaction avec le systeme EDC/S-NHS en 
presence de diverses concentrations de HS provenant de la muqueuse intestinale bovine 
10 (Sigma) de fafon a reticuler les groupes carboxyliques d'acide uronique de HS avec les 
groupes amines de l'interferon-y, le materiau obtenu a une masse moleculaire de 50 kDa 
environ avec deux bandes mineures a 17 et 34 kDa. Ce poids moleculaire de 50 kDa est 
compatible avec celui attendu pour un dimere d'interferon-y (34 kDa) reticule avec une 
molecule de HS (16 kDa). Meme lorsqu'on utilise un large exces de HS (10 moles pour 2 
15 moles d r interferon-y monomere), on obtient toujours le produit ayant un poids 
moleculaire de 50 kDa, ce qui montre qu'il s'agit d*une molecule de HS liee a 2 
monomeres d f interferon-y (34 kDa). 

B resulte des experiences precedentes que le domaine IPD de HS est constitue 
par un domaine interne de 7 kDa dont chaque extremite est reliee avec un 
20 oligosaccharide terminal hexa- et/ou octa-saccharidique N-sulfate, le domaine interne 
contenant de fapon predominante des disaccharides N-acetyles riches en acide 
glucuronique. Compte tenu de sa masse moleculaire, le domaine interne contient environ 
15-16 motifs disaccharidiques. 

25 EXEMPLE II : A*ent modulateur derive d'henarinc de dextran sulfate ou de 
fucoidan 

Toute molecule (derivee d'heparine ou d'autres polymeres anioniques) capable de 
se Her par affinite avec les deux extremites C-terminales de Tinterferon-y dimere de £a<?on 
30 a masquer les sites d'interactions avec Theparane sulfate est susceptible d ! utilisation 
comme agent modulateur de Finterferon-y. La recherche de telles molecules peut etre 
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faite par une etude de competition. Par exemple, on peut evaluer la capacite d'une 
molecule a entrer en competition, pour la fixation a Tinterferon-y, avec Theparane-sulfate 
intact (ou ITPD) radiomarque. Ces molecules peuvent etre de ITieparine (eventuellement 
partiellement desulfatee afin de diminuer son activite anticoagulante), du dextran sulfate 
(polymere de glucose contenant jusqu'a 3 groupes sulfates par residu glucose, et ayant 
une activite anticoagulante reduite -17 unites internationales d'heparine par mg ; Ricketts, 
W Biochem. J., 51, 129 (1952)), du fiicoidan (polysaccharide compose de fucoses 
sulfates : voir Black, W.A.P. et al y J. Sol Food Agri., 3, 122 (1952) et GraufFel, V. et 
at,, Biomaterials, 10, 363, (1989)), etc. 

Une telle etude est illustree ici avec des molecules d'heparine de differents poids 
molcculaires (1,8 - 4,5 - 9 - 12,5 - 21 kDa). De Tinterferon-y (0,3 ^M) est mis en 
incubation dans 100 \iL de tampon 10 mM Tris/HCl pH 6,8, pendant une heure a 
temperature ambiante, avec 10000 cpm d'heparane-sulfate et avec des molecules 
d'heparine dont on peut ajuster les concentrations. Les melanges reactionnels sont 
ensuite aspires a travers un filtre de nitrocellulose (porosite 0,45 pm) a Taide d f un 
systeme de "dot-blot" relie a une trompe a vide. Les filtres de nitrocellulose sont ensuite 
rinces deux fois avec 200 joL de tampon 10 mM Tris/HCl pH 6,8, puis dissous 
individuellement avec 500 \iL de DMSO et soumis a un comptage en scintillation liquide. 
Dans cette experience, rinterferon-y s ! adsorbe sur la nitrocellulose et retient avec lui les 
molecules qui lui sont associees. Les molecules (heparane-sulfate ou heparine) restees 
libres traversent le filtre de nitrocellulose sans etre retenues. Ce test est base sur la forte 
affinite de la nitrocellulose pour les proteines, et son absence d'interaction avec les 
polysaccharides. En Tabsence de competiteur, le filtre de nitrocellulose retient environ 
3000 cpm d'heparane-sulfate. En presence d'heparine, la quantite d'heparane-sulfate liee a 
Tinterferon-y diminue, demontrant que Theparine est rentree en competition avec 
Theparane-sulfate pour se Her a Tinterferon-y Cette experience a montre aussi que les 
molecules ou fragments d'heparine doivent avoir un poids moleculaire au moins egal a 9 
kDa pour interagir efBcacement avec Tinterferon-y 

Dans les experiences suivantes, on etudie Teffet de modulateur de Tinterferon-y. 
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a) L'agent potentialisateur auemente le tempx Hp d emi-vie de l'interfernn-y dm* In 
circulation 



De 1'interferon-y humain, radiomarque a 1'iode 125 a ete injecte a des rats, par 
voie intraveineuse, a raison de 40 ug/kg de poids corporel, seul ou en association avec 
de lTieparine (2000 U/kg de poids corporel) comme agent potentialisateur. Le taux 
circulant d'interferon-y a ete" suivi au cours du temps par mesure de la radioactivite 
precipitable par 10% de TCA, dans les fractions plasmatiques. 

Injecte seul, rinterferon-y est elimine du flux sanguin, de fa9on biexponentielle. 
Environ 90 % de la cytokine disparait pendant les 5 a 10 premieres minutes avec un 
temps de demi-vie (t w ) de 1,1 minute. Les 10 % restant (2eme partie de la courbe 
exponentielle) sont elimines beaucoup plus lentement, avec un t w de 94 minutes. En 
revanche, lorsque rinterferon-y est cozinjecte avec de I-heparine comme agent 
potentialisateur, sa concentration plasmatique decrit une courbe monoexponentielle 
1 5 caracterisee par xin temps de demi-vie de 99 minutes. 

D convient de noter que le recepteur de rinterferon-y ne participe pas aux effets 
observes, car rinterferon-y humain utiUse ici n'est pas reconnu par le recepteur de 
l'mterferon-y des especes murines. De plus, une injection d'heparine quelques minutes 
apres 1'injection d'interferon-y seul remet en circulation la cytokine, par efFet de 
20 competition avec des molecules endogenes de type heparine. 

b) L'agent potentialisateur auementp. i n vivo I'nnfivite biolo f rjgue de I'inter&rnn-y 

De rinterferon-y humain (4.10 5 U) a ete injecte par voie intraveineuse a des rats de 
25 500 grammes environ, en association ou non a de I'heparine (2000 U/kg de poids 
corporel), comme agent potentialisateur. Aux temps 2, 10, 60 et 120 minutes apres 
l'injection, des echantillons de plasma ont ete preleves, pour efiectuer une mesure de 
Tactivite d'interferon-y. 

L'activite biologique de rinterferon-y est mesuree de la fafon suivante. Une 
30 couche confluante de cellules Wish (Hayflick, L., Exp. Cell Res. 23, 14-20 (1961)) est 
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mise en presence d'une gamme de concentration d f interferon-y standard (generalement de 
100 a 0 U/mL, avec des dilutions de 2 en 2), ou de Techantillon a doser. Apres 24 heures 
d'incubation dans une etuve a C0 2 a 37°C, les cellules sont infectees avec 100 \i\ de VSV 
(virus de la stomatite vesiculeuse), dont la concentration est ajustee de fa9on a produire 
une lyse total des cellules en 24 heures, en Tabsence d'interferon-y. Dans ce test, la dose 
d'interferon-y qui protege 50 % des cellules de la lyse par le VSV correspond a 1 U/mL. 
La mesure de la proportion de cellules protegees peut etre faite selon la methode decrite 
par Mosmann, T., J. Immunol. Meth. 65, 55-63 (1983). 

Apres Tinjection d'interferon-y seul, on a trouve 42 %, 3,7 % et 1 ,9 % de Tactivite 
injectee aux temps 2, 60 et 120 minutes, respectivement, alors que 7,4 % et 5,7 % de la 
quantite injectee sont encore presentes dans le plasma, respectivement, aux temps 60 et 
120 minutes. En Tabsence d'agent potentialisateur, Tinterferon-y est done partiellement 
inactive. 

En presence d*heparine utilisee comme agent potentialisateur, on a mesure, 2 
minutes apres Tinjection, une activite correspondant a 600 % de celle qui avait ete 
injectee. II y a done eu une augmentation tres rapide de Tactivite specifique de 
rinterferon-Y en presence de Tagent potentialisateur. Au bout de deux heures apres 
Tinjection, Tinterferon-y est encore deux fois plus actif qu'avant Tinjection. Si Ton 
combine Taugmentation de Tactivite et Taugmentation de la quantite circulant 
d ? interferon-y, il y a environ 50 fois plus d'activite d ! interferon dans le sang circulant deux 
heures apres Tinjection, grace a Tagent potentialisateur. Uinjection d'heparine seule ne 
fait apparaitre aucune activite de type interferon dans le plasma des animaux. 

Des resultats analogues, en ce qui concerne les temps de demi-vie et 
Taugmentation de Tactivite, peuvent etre observes en rempla<?ant Theparine soit par des 
fragments d'heparine ayant une masse moleculaire de 10 kDa, soit par le fragment IPD 
decrit rexemple I ci-dessus, soit encore par le dextran sulfate ou le fiicoidan. 
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REVENDICATIONS 

1. Utilisation comme ingredient actif dans la preparation d'un medicament 
modulateur de l'activite de rinterferon-y, d'un agent modulateur comprenant un 
groupement de formule A-X-B, dans laquelle A et B representent independamment un 
groupe oligosaccharidique portant une charge anionique suffisante pour conferer audit 
groupe oligosaccharidique une affinite pour une partie de l'extremite C-terminale de 
I'mterferon-y humain contenant la sequence peptidique 125-131, et X est un bras 
espaceur de longueur suffisante pour permettre aux groupes A et B de se lier chacun a 
I'une desdites sequences peptidiques des extremites C-terminales d'un homodimere 
d'interferon-y. 

2. Utilisation selon la revendication 1, caracterisee par le fait que ledit groupe 
oligosaccharidique porte des groupements sulfate et/ou phosphate. 

3. Utilisation selon la revendication 1 ou 2, caracterisee par le fait que ledit 
groupe oligosaccharidique contient des motifs derives d'une osamine N-sulfatee. 

4. Utilisation selon la revendication 3, caracterisee par le fait que ledit groupe 
oligosaccharidique contient en alternance des motifs derives de ladite osamine et des 
motifs derives d f un acide uronique eventuellement sulfate. 

5. Utilisation selon Tune quelconque des revendications precedentes, caracterisee 
par le fait que lesdits groupes oligosaccharidiques sont des fragments de 
depolymerisation pouvant etre obtenus par Taction de Theparitinase sur Theparane- 
sulfiate. j 

6. Utilisation selon ftine quelconque des revendications precedentes, caracterisee 
par le fait que ledit bras espaceur est un polypiere contenant des groupements 
anioniques. 

7. Utilisation selon la revendication precedents, caracterisee par le fait que lesdits 
groupements anioniques sont choisis parmi les groupements sulfate, phosphate et 
carboxyliques. 

8. Utilisation selon l*une quelconque des revendications precedentes, caracterisee 
par le fait que ledit bras espaceur est derive d'un polyoside, d'un polyglycol, d ! un 
poly(acide glycolique) ou d f un poly(acide lactique). 
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9. Utilisation selon Tune quelcdnque des revendications precedentes, caracterisee 
par le fait que ledit bras espaceur est derive d'un polyoside choisi parmi le polydextran, la 
cellulose, Tamidon, le carraghenane, le fucoi'dan et un glycosaminoglycane, et leurs 
derives. 

5 10. Utilisation selon Tune quelconque des revendications precedentes, 

caracterisee par le fait que ledit bras espaceur est un fragment de depolymerisation 
pouvant etre obtenu par Taction de Theparinase sur Theparane-sulfate. 

1 1 . Utilisation selon Tune quelconque des revendications 1 et 2, caracterisee par 
le fait que ledit compose est un polymere biocompatible contenant des groupements 

10 anioniques en quantite suffisante au moins sur deux sites correspondant a A et B tels que 
definis dans la revendication 1. 

12. Utilisation selon la revendication precedents caracterisee par le fait que ledit 
compose est un dextran sulfate ou le fucoidan. 

13. Utilisation selon l'une quelconque des revendications precedentes, 
< 1 5 caracterisee par le fait que ledit medicament est exempt d'interferon-y. 

14. Utilisation selon Tune quelconque des revendications 1 a 12, caracterisee par 
le fait que ledit medicament contient de Tinterferon-y. 

15. Medicament a base tfinterferon-y, caracterise par le fait qu'il contient un agent 
modulateur tel que defini dans Tune quelconque des revendications precedentes. 

20 16. Medicament selon la revendication precedents caracterisee par le fait qu f il 

contient environ une mole d ! agent modulateur pour deux moles d'interferon-y. 
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